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Введение 
Тонкопленочные покрытия, обладающие высокой резистентностью к адсорбции
белков, востребованы при создании медицинских изделий, контактирующих с кровью, новых
инъекционных лекарственных форм пролонгированного действия и наночастиц для
функциональной диагностики. Плотный слой гидрофильного полимера, такого как
полиэтиленгликоль (ПЭГ), позволяет существенно снизить контакт поверхности с
макромолекулами белка в растворе [1]. ПЭГ может быть включен в слои полиэлектролитов,
сформированные методом послойной сборки, путем ковалентной модификации поверхности
мультислоев [2] или замены полиэлектролита на поверхности пленки его ПЭГ-содержащим
аналогом [3, 4]. Привитые полимеры поли-L-лизина (ПЛ) [4], поли-L-глyтаминовой кислоты 
[5], полиэтиленимина (ПЭИ) [6], полиакриловой кислоты [7] и полиаллиламина (ПАГ) [8] с
боковыми цепями полиэтиленгликоля, адсорбированные на поверхности, уменьшают
адгезию белков и клеток. 
При адсорбции блок-сополимера полиэлектролита и ПЭГ остатков неионогенного
полимера недостаточно для формирования плотного слоя и часть звеньев основной цепи
остается доступной для электростатического присоединения противоположно заряженного
полиэлектролита. Чередующейся адсорбцией компонентов получены пленки, содержащие до
10 бислоев ПАГ и блок-сополимера полистиролсульфоната (ПСС) с поли
(метокси(полиэтиленгликоль)акрилатом. Введение ПЭГ-содержащего полимера увеличивает
толщину слоев в 1,5 раза [9]. На основе блок-сополимера ПЛ-ПЭГ и гепарина получены
покрытия, содержащие до 7 бислоев, с толщиной, практически не отличающейся от
величины для пленок немодифицированных полиэлектролитов [10]. Покрытия на основе
блок-сополимеров уменьшают адсорбцию бычьего сывороточного альбумина, однако, для
ингибирования адсорбции белков эмбриональной телячьей сыворотки (ЭТС) необходима
дополнительная модификация поверхности мультислоев ковалентно связанным слоем ПЭГ 
[2]. 
Сополимеры полисахаридов с низкой и средней плотностью прививки боковых цепей
ПЭГ также могут быть использованы для формирования пленок методом послойной сборки,
при этом в каждом цикле адсорбции обеспечивается введение в покрытие значительных
количеств ПЭГ. 
Цель работы – синтезировать привитые сополимеры хитозана и полиэтиленгликоля (Х-
ПЭГ), имеющие заданную степенью прививки и различную длину основной и боковой цепей
(рисунок 1), и исследовать методом кварцевого микровзвешивания закономерности
формирования мультислойных пленок хитозана, модифицированного ПЭГ, и декстран
сульфата (ДекС), обладающих высокой резистентностью к адсорбции белков ЭТС. 
Рисунок 1 – Структура привитого сополимера хитозана и полиэтиленгликоля 
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Методы исследования 
В работе использованы: хитозан средней молекулярной массы (Х1, степень 
деацетилирования 75–85%, Aldrich), декстран сульфат (ДекС, Sigma), полиаллиламин 
гидрохлорид (ПАГ, Sigma), полиэтиленимин (ПЭИ, Sigma), полистиролсульфонат (ПСС, 
Sigma),  κ-каррагинан (Fluka), монометиловый эфир полиэтиленгликоля с молекулярной 
массой 5 кг/моль (мПЭГ, Aldrich), эмбриональная телячья сыворотка (ЭТС, Sigma), 
фосфатный солевой буфер (ФСБ, Sigma), краситель метиленовый синий (МС, Sigma), 1-этил-
3-(3-диметиламинопропил)карбодиимид и N-гидроксисульфосукцинимид (Thermo Scientific). 
Деполимеризованный хитозан Х2 получали по методике [10]. К 0,75% раствору Х1 в 
1% уксусной кислоте (200 мл) при 50°С добавляли 10 мл 30% раствора Н2О2 (аликвотами по 
1 мл) и выдерживали 30 мин при постоянном перемешивании. Затем к реакционной смеси 
добавляли водный раствор аммиака до выпадения белого осадка (~10 мл) и 20 мл ацетона. 
Смесь оставляли на 12 ч при комнатной температуре, осадок отделяли центрифугированием, 
промывали 20 мл ацетона и лиофилизировали. Выход Х2 составил 92%. Молекулярные 
массы исходного и деполимеризованного хитозана определяли по скорости истечения в 
капилляре их 0,0125–0,5% растворов в 1% уксусной кислоте. Молекулярную массу 
хитозанов рассчитывали по уравнению Марка-Куна-Хаувинка (К=1,38⋅10-4, α=1,02) [11]. 
Спектры ИК с Фурье преобразованием полимеров записывали на приборе Tensor 27, 
Bruker в таблетках KBr. Отнесение полос поглощения в ИК спектрах хитозанов проводили 
согласно [12-13]. Степень ацетилирования (СА) хитозана рассчитывали по формуле: 
СА = A 1625/A 3450 ⋅100/1,3 (1), 
где A 1625 и A 3450 – интенсивность полос  поглощения с частотой 1625 и 3450 см-1 в ИК 
спектре образца [12]. 
Полиэтиленгликоль с концевой карбоксильной группой (кПЭГ) получали согласно [14]. 
мПЭГ (5 г) растворяли в дистиллированной воде (50 мл). К полученному раствору добавляли 
0,16–2,5 г KMnO4, растворенного в 20 мл воды, и 5 мл 40 мг/мл раствора CaCl2 для 
ускорения реакции окисления гидроксильной группы полиэтиленгликоля [15]. Реакционную 
смесь нагревали на водяной бане при 40°С в течение 1 ч. Образовавшийся темно-коричневый 
осадок отделяли фильтрованием. К фильтрату добавляли несколько капель 5 н. НСl до рН<3 
и дважды экстрагировали 50 мл дихлорметана. Органические фазы объединяли, и 
растворитель удаляли при пониженном давлении. Структуру кПЭГ подтверждали ИК 
спектроскопией. Концентрацию карбоксильных групп в окисленном полиэтиленгликоле 
определяли спектрофотометрически (Solar 2203, Беларусь). Метод основан на переводе 
карбоновых кислот в этиловые эфиры, которые взаимодействуют с гидроксиламином и 
хлорным железом с образованием окрашенного гидроксамового комплекса [16]. Для 
построения калибровочного графика использовали уксусную кислоту. Среднюю 
молекулярную массу кПЭГ определяли вискозиметрически, используя эталонные ПЭГ с 
молекулярной массой 1,5 и 5,0 кг/моль для определения коэффициентов в уравнении Марка-
Куна-Хаувинка. 
Хитозан с привитым полиэтиленгликолем получали в фосфатном солевом буфере (рН 
7,4), используя 1-этил-3-(3-диметиламинопропил)карбодиимид и N-
гидроксисульфосукцинимид в качестве сшивающих агентов [17]. Хитозан растворяли в 1% 
уксусной кислоте. К 4 мл раствора хитозана (5 мг/мл) добавляли раствор кПЭГ (25 мг/мл) 
таким образом, чтобы получить требуемое мольное отношение кПЭГ и глюкозаминовых 
звеньев хитозана (ЗХ). Объем смеси доводили до 8 мл фосфатным буфером, затем 
последовательно вносили по 0,2 мл 0,2 М растворов карбодиимида и сульфосукцинимида в 
ФСБ, тщательно перемешивали и оставляли на 3 ч при комнатной температуре. 
Реакционную смесь диализировали относительно воды в течение 48 ч, используя мембрану c 
MWCO 10 кДа (Thermo Scientific),  и лиофилизировали. 
Количество незамещенных –NH2 групп в образцах хитозанов с привитым 
полиэтиленгликолем определяли с использованием красителя метиленового синего (МС) 
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[18]. Сток-раствор готовили смешивая 49,5 мл 6,5 мг/л раствора МС в 1% уксусной кислоте 
(оптическая плотность при 665 нм (А 665) равна 1,00±0,05) и 3,5 мл раствора  κ-каррагинана с 
концентрацией 1 мг/мл. В спектре смеси практически полностью исчезает полоса 
поглощения МС при 665 нм, соответствующая молекулам МС, и появляется полоса 
поглощения 566 нм (А566) красителя, связанного с сульфогруппами  κ-каррагинана. Титр (T), 
определенный по полиаллиламину, равен 0,107 мМ. К 2 мл сток-раствора добавляли 0,01–
0,50 мл раствора исследуемого хитозана и доводили объем смеси до 3 мл 1% уксусной 
кислотой. Растворы тщательно перемешивали и регистрировали их спектры поглощения в 
диапазоне 450–750 нм. Концентрации С Х-ПЭГ и С Х, при которых сополимер и 
соответствующий немодифицированный хитозан полностью вытесняют МС из комплекса с 
сульфогруппами, находили из графиков зависимости A566/A665 от концентрации 
положительно заряженного полимера (риcунок 2а). 
Долю модифицированных аминогрупп в полимерe (χ) рассчитывали по формуле: 
χ = N / (T + N); N = (C Х-ПЭГ – С Х)/(MвПЭГ + С Х / Т)(2). 
Степень прививки полиэтиленгликоля к хитозану (g), характеризующую число ЗХ, 
приходящихся на один остаток ПЭГ, оценивали по формуле:  
g = 1/χ(3). 
 
аб 
а) g: 1 – немодифицированный, 2 – 55, 3 – 19, 4 – 5 
Рисунок 2 – а) Зависимость А 566/A 665 раствора κ-каррагинана – МС от концентрации 
Х2 с разной степенью прививки ПЭГ3, б) зависимость доли замещенных аминогрупп от 
отношения кПЭГ и элементарных звеньев хитозана в реакционной смеси. Пунктирная линия 
проведена для удобства восприятия 
 
Количественные закономерности чередующейся адсорбции хитозанов различной 
структуры и декстран сульфата изучали методом кварцевого микровзвешивания на приборе 
QCM200 (Stanford Research Systems, США) с использованием жидкостной проточной ячейки. 
QCM 200 позволяет измерить частоту колебаний (F) и динамическое сопротивление (R) 
кварцевого резонатора с фундаментальной частотой колебаний 5 МГц. Резонатор с золотой 
рабочей поверхностью помещали в измерительную ячейку прибора, которую заполняли 
дистиллированной водой. Затем через ячейку быстро пропускали 2 мл раствора 
полиэлектролита с концентрацией 1 мг/мл (рН 6,0) и регистрировали изменение F и R во 
времени до установления постоянных значений (в течение 3–5 мин). Избыток полимера 
удаляли, подавая в ячейку 3 мл воды. Чередуя адсорбцию положительно и отрицательно 
заряженных компонентов, формировали покрытие с заданным числом бислоев n. Перед 
адсорбцией слоев полисахаридов поверхность резонатора модифицировали тремя-пятью 
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бислоями ПЭИ/ПСС для получения равномерного распределения заряда на поверхности 
резонатора. После нанесения заданного числа бислоев хитозан/декстран сульфат ячейку 
заполняли ЭТС и оставляли на 1 ч. Неадсорбированную фракцию белков ЭТС удаляли, 
пропуская через ячейку 10 мл воды. 
Массу адсорбированного вещества (m) рассчитывали по уравнению Сауэрбрея [19]:  
m = - ∆F/C (4), 
где ∆F – изменение частоты колебаний кварцевого резонатора, Гц; С – константа прибора 
(56,6 Гц мкг-1 см2). Расчет толщины пленок проводили, принимая плотность материала 
равной 1,3 г/см3 [20]. 
Результаты и обсуждение 
Cредняя молекулярная масса хитозанов Х1 и Х2, определенная по данным 
вискозиметрии, равна 460 и 18 кг/моль, соответственно. По данным ИК спектроскопии 
25±3% аминогрупп в Х1 ацетилированы, а деполимеризованный хитозан Х2 имеет 
сравнимую с исходным полисахаридом степень ацетилирования (26±9%). Концентрация 
аминогрупп, определенная аналитически, составляет 5,4±0,4 и 4,6±0,5 ммоль/г в Х1 и Х2 
соответственно. Обработка X1 1,4% раствором пероксида водорода в кислой среде не 
приводит к деацетилированию N-ацетил-D-глюкозаминовых звеньев в структуре полимера. 
В ИК спектре полиэтиленгликоля, окисленного перманганатом калия, присутствует 
полоса поглощения с максимумом 1745 см-1, характерная для  ν(С=O) колебаний 
карбоксильной группы (рисунок 3). Количество –C(=O)OH групп, введеных в мПЭГ, зависит 
от мольного отношения KMnO4 и мПЭГ (Таблица 1). Рассчитанные с учетом концентрации 
карбоксильных групп молекулярные массы полимеров хорошо согласуются со средними 
значениями MвПЭГ, оцененными вискозиметрией. Только при эквимолярном соотношении 
КMnO4 и мПЭГ удается количественно окислить –OH группу полиэтиленгликоля. При 
избытке перманганата основная цепь мПЭГ подвергается окислительной деградации, что 
приводит к значительному увеличению концентрации карбоксильных групп в полимере и 
уменьшению его молекулярной массы. 
 
1 – мПЭГ , 2 – ПЭГ3, 3-6 – хитозан Х2 с различной степенью прививки ПЭГ3, g: 3 – 
немодифицированный, 4 – 55,  5 – 19, 6 – 5 
Рисунок 3 – ИК спектры полимеров 
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Таблица 1 – Свойства карбоксилированых полиэтиленгликолей 
кПЭГ С KMnO4 / С мПЭГ, 
моль/моль 
Концентрация 
карбоксильных групп, 
ммоль/г 
M вПЭГ, г/моль 
расчет вискозиметрия 
ПЭГ1 16:1 1,17±0,02 1461 900 
ПЭГ2 3:1 0,89±0,09 1828 1600 
ПЭГ3 1:1 0,17±0,03 5342 5000 
В ИК спектрах синтезированных привитых полимеров присутствуют полосы, 
характерные для хитозана и полэтиленгликоля, а также значительно возрастает 
интенсивность полос амидной группы (пептидной связи –СО–NH–) c частотой 1645 см-1 
( ν(С=O) колебания) и 1545 см-1 (δ(N-H) и ν(С-N) колебания). В ИК спектре полимеров с 
привитым ПЭГ3 полностью отсутствует полоса поглощения карбоксильных групп. В тоже 
время в спектрах сополимеров хитозана с ПЭГ1 и ПЭГ2, имеющих преимущественно две 
карбоксильные группы в макромолекуле, при больших значения χ наблюдается 
малоинтенсивная полоса в области ν(С=О) колебаний протонированных карбоксильных 
групп (1745 см-1). По-видимому, присоединение ПЭГ1 и ПЭГ2 к хитозану происходит по 
одной –С(=О)ОН группе. 
При прививке кПЭГ уменьшается число незамещенных аминогрупп в хитозане, что 
приводит к увеличению концентрации полимера, необходимой для нейтрализации 
отрицательно заряженных групп  κ-каррагинана в растворе с красителем МС (рисунок 2б). 
Величина χ, рассчитанная с учетом вискозиметрических молекулярных масс привитого 
полимера (таблица 1), зависит от мольного отношения кПЭГ и глюкозаминовых звеньев 
хитозана в реакционной смеси (рисунок 2б). При их отношении менее 0,2 доля 
модифицированных аминогрупп в полимере равна величине С кПЭГ/C ЗХ в реакционной 
смеси. С увеличением С кПЭГ/C ЗХ эффективность введения боковых цепей в хитозан 
снижается, χ достигает 0,6 при двукратном избытке кПЭГ. Степень прививки g в 
синтезированных полимерах варьируется от 2 до 55. 
Для исследования закономерностей формирования мультислойных пленок методом 
послойной сборки выбраны хитозаны с различной длиной основной цепи, 
модифицированные ПЭГ1 (g=3) и ПЭГ3 (g=5). В сополимерах с g=3–5 в основной цепи 
остаются незамещенными 65-80% аминогрупп, которые доступны для формирования 
комплекса с ДекС. В то же время использование Х-ПЭГ со средним значением g позволяет 
ввести значительное количество полиэтиленгликоля в покрытие в каждом цикле адсорбции. 
При последовательной чередующейся адсорбции сополимера Х-ПЭГ и ДекС на 
поверхности резонатора ∆F уменьшается, а ∆R изменяется незначительно (рисунок 4а). 
Отношение ∆F/∆R для мультислоев Х-ПЭГ/ДекС, характеризующее вязкоэластичные 
свойства пленок на поверхности резонатора (Таблица 2), в несколько раз превышает 
значение для ньютоновских жидкостей (2,4), оказывающих только вязкую нагрузку на 
резонатор [21]. Это свидетельствует о высокой эластичности формируемых мультислоев и 
позволяет использовать уравнение Сауэрбрея для расчета массы адсорбированного 
материала. Для всех исследованных coполимеров Х-ПЭГ со второго по шестой бислой 
наблюдается линейный рост пленок. Толщина бислоев Х-ПЭГ/ДекС сравнима с величиной 
для соответствующего немодифицированного полисахарида. Несколько меньшая толщина 
бислоя для Х1-ПЭГ3 может быть связана со стерическим отталкиванием макромолекул с 
большой Мв от поверхности пленок, содержащих длинные остатки ПЭГ. 
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Рисунок 4 – a) Изменения ∆F и ∆R в процессе формирования слоев Х1-ПЭГ3/ДекС и 
адсорбции ЭТС на поверхности пленки; б) ∆F при адсорбции белков ЭТС на поверхности 
пленок (Х1-ПЭГ1/ДекС)n 
 
Таблица 2 – Свойства пленок (Х-ПЭГ/ДекС)4,5 
Хитозан кПЭГ g ∆F/∆R, 
Гц/Ом 
Толщина бислоя 
X-ПЭГ/ДекС, нм 
Масса адсорбированных 
белков ЭТС, мкг/см2 
X1 -  3,8  3,0±0,2  2,9±1,0 
 ПЭГ1 3 4,5  3,3±0,3 2,0±0,5 
 ПЭГ3 5 6,6  1,4±0,7  1,5±0,4 
Х2 -  6,4  4,1±1,0  4,8±0,6 
 ПЭГ1 3 8,5  2,7±0,5  2,5±0,5 
 ПЭГ3 5 6,7  3,0±0,4  1,6±0,2 
 
Введение хитозана, модифицированного ПЭГ, в структуру мультислойной пленки 
уменьшает адсорбцию белков ЭТС на ее поверхности (Таблица 2). Несмотря на меньшее 
число привитых цепей на единицу длины макромолекулы, хитозан с привитым ПЭГ3 в 
большей степени ингибирует адсорбцию белков, чем полисахарид с ПЭГ1. При этом длина 
основной глюкозаминовой цепи привитого полимера не оказывает решающего влияния на 
адсорбцию белка. 
С увеличением числа бислоев Х-ПЭГ/ДекС адсорбция белков ЭТС уменьшается 
(pисунок 4б). Покрытия, содержащие 5,5 и 6,5 бислоев Х1-ПЭГ1/ДекС, полностью 
ингибируют адсорбцию белков ЭТС в течение 1 ч, что указывает на их высокую 
гидрофильность, связанную с формированием плотного слоя ПЭГ на поверхности. 
Использование сополимеров со средней степенью прививки полиэтиленгликоля для 
формирования пленок методом послойной сборки имеет существенные преимущества. Ранее 
практически полного ингибирования адсорбции белков ЭТС удалось достичь только 
ковалентно модифицируя до 50% аминогрупп в поверхностном слое полиэлектролитных 
пленок (гепарин/ПЛ-блок-ПЭГ)7,5 cукцинимидиловым эфиром 3-
(полиэтиленгликоль)пропионата [2]. Такие существенные различия, по-видимому, связаны с 
более высокой степенью замещения аминогрупп полиэтиленгликолем в синтезированных 
сополимерах (1 привитая цепь ПЭГ на  каждые 3–5 глюкозаминовых звеньев основной цепи), 
в то время как в блок-сополимере поли-L-лизина и ПЭГ один остаток ПЭГ приходится на 
100 аминогрупп. 
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Выводы 
Таким образом, синтезированы привитые сополимеры хитозана и полиэтиленгликоля с 
заданной степенью прививки g от 2 до 55 и различной длиной основной и боковых цепей. 
Сополимеры с g = 3–5 могут быть использованы для формирования мультислойных пленок 
методом послойной сборки. Толщина мультислоев на основе привитых сополимеров и 
декстран сульфата сравнима с величиной для немодифицированного хитозана. 
Использование сополимеров хитозана позволяет ввести значительное количество ПЭГ в 
каждый бислой и получить покрытия с высокой резистентностью к адсорбции белков 
эмбриональной телячьей сыворотки (ЭТС) без дополнительной модификации их 
поверхности. Свойства формируемых покрытий зависят от длины привитого 
полиэтиленгликоля и числа слоев в пленке, в то время как длина основной глюкозаминовой 
цепи сополимера не оказывает существенного влияния на адсорбцию белков ЭТС. 
Работа выполнена в рамках задания 4.10 ГПНИ «Химические технологии и материалы, 
природно-ресурсный потенциал»», подпрограмма «Химфармсинтез». 
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